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(54) PROCEDE ET EQUIPEMENT DE GARNISSAGE DE SITES D'UNE BIOPUCE 



(py L'invention concerne un procede de garnissage de si- 
tes (104) d'une biopuce (10), caracterise par la polymerisa- 
tion par oxydation chimique sur les sites de monomeres dits 
monomeres hotes, et de monomeres fonctionnalises. 

Les monomeres sont par exemple des pyrroles et peu- 
vent etre fonctionnalises avec des oligonucleotides pour for- 
mer des sondes (1 14, 116) de type sonde-ADN. 



1*K 10B 



,116 




102 



00 

m 

CO 
CM 

cc 




BNSDOCID: <FR_ 



_2787581A1J_> 



2787581 

1 

PROCEDE ET EQUIPEMENT DE GARNISSAGE DE SITES D'UNE 

BIOPUCE 

Domaine technique 
5 La presente invention concerne un proc6d§ et un 

equipement de garnissage de sites d'une biopuce. 

L f association de techniques emprunt^es aux 
domaines de la microelectronique et de la biologie a 
permis le d^veloppement et la realisation de puces 

10 d' analyse biologique et en particulier de puces a ADN 
specif iques pour 1 ? analyse du sequengage de genomes ou 
pour la detection et 1 ' identi f ication de genes ou de 
mutations genetiques. Ces outils, qui sont utilises 
pour 1 ' analyse medicale, la recherche en biologie, et 

15 la recherche en pharmacie, sont essentiellement bases 
sur la capacity d T hybridation (ou d f appariement ) de 
deux brins d 1 ADN ou d'oligonucleotides complementaires 
avec eventuellement reconstitution de la double helice 
d 1 ADN . 

20 Une puce d f analyse biologique est utilisee 

corame un capteur d f informations genetiques, par 
exemple, pour la detection de la sequence d'un 
echantillon d' ADN cible. Le principe d' analyse consiste 
a utiliser une puce equip6e d'une matrice de sondes 

25 comportant, par exemple, des brins d' oligonucleotides 
de sequence connue, greffees £ la surface de la puce. 
Dans la suite du texte une telle puce est designee par 
"biopuce". L f hybridation entre les oligonucleotides 
cibles et certaines sondes de la puce est ensuite 

30 detectee par des moyens optiques, par exemple par 
fluorescence dans le cas oCi les cibles a analyser 
portent un marqueur fluorescent. 
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Sur la biopuce on localise une pluralite de 
sites recevant chacun des sondes specif iques d'un type 
donne. Les sondes presentes dans les differents sites 
sont gen6ralement distinctes. 
5 Les sites peuvent etre definis, par exemple, 

par des electrodes fornixes a la surface d'un substrat 
et/ou se presenter comme des depressions ou des 
cuvettes pratiquees dans le substrat. 

De fagon plus precise, 1' invention concerne un 

10 procede de garnissage des sites. Ce garnissage peut 
comporter soit la formation sur les sites d'un compose 
comportant les molecules sondes (brins 

d' oligonucleotide) soit simplement la formation d'un 
compost destine a accueillir ulterieurement ces 

15 molecules. 

Etat de la technique anterieure 

On connait differentes methodes permettant la 
mise en place selective des molecules sondes sur les 

20 sites des biopuces. 

Une premiere methode est designee par methode 
d'adressage photochimique . 

Selon cette methode, les sondes 

d' oligonucleotides sont synthetisees en parallele, sur 

25 la puce, par des procedes alliant des techniques de 
chimie combinatoire et de photolithographie . Les 
oligonucleotides sont synthetises par un adressage 
photochimique comprenant des cycles de deprotection 
selective par la lumifere d'un nucleoside puis le 

30 couplage avec le nucleoside suivant, par une de ses 
fonctions hydroxyles, l f autre etant protegee. On 
realise ainsi la synthese in situ de 1 1 oligonucleotide 
pas £ pas sur le substrat. 
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Cette methode necessite la realisation d'un 
nombre de masques de lithographie (verre + chrome) egal 
a celui du nombre de nucleotides a fixer. Chaque niveau 
de masquage permet de deproteger les n terminaisons des 
nucleotides sur lesquels on doit greffer le nucleoside 
suivant 

Une deuxieme methode, dite par micropipet age, 
consiste pour l'essentiel & deposer sur chaque site de 
la puce (plots en polym^res, ou microcuvettes usinees 
dans le substrat, ou microelectrodes) des nanogouttes 
d' oligonucleotides synthetiques, a l'aide de 
micropipettes alimentees par un robot dispenseur. Cet 
adressage mecanique permet de distribuer un 
oligonucleotide de sequence connue en un site precis. 

Les documents (1), (2) et (3) dont les 
references sont pr6cis6es a la fin de la presente 
description, illustrent les methodes decrites ci- 
dessus, ainsi qu f une troisieme methode decrite ci- 
apres . 

La troisieme methode de mise en place des 
oligonucleotides s' applique & des biopuces pour 
lesquelles les sites sont des electrodes conductrices 
electriquement adressables. Elle consiste pour 
l'essentiel £ realiser une electropolymerisation d'un 
melange de pyrrole et de pyrrole f onctionnalise avec un 
oligonucleotide donne, respectivement sur une electrode 
(site) donnee, adressee electriquement. L' adressage 
successif des electrodes de la biopuce, en contact avec 
differents melanges eiectro-polymerisables permet de 
garnir successivement toutes les electrodes (sites) . 

L T adressage seiectif d'un grand nombre 
d'electrodes peut avoir lieu au moyen d'un circuit 
multiplexeur integre dans la biopuce. 
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Les methodes exposees ci-dessus comportent 
generalement un grand nombre d T operations et ne 
permettent pas la preparation de biopuces avec un 
nombre 61ev6 de sites, dans de bonnes conditions de 
rendement . 

De plus, dans le cas de la troisieme methode 
exposee, la realisation d f un systeme d'adressage 
complexe augmente la complexity des puces et reste peu 
compatible avec une augmentation du nombre et de la 
densite des sites sur une puce . 

Expose de l 1 invention 

La presente invention a pour but de proposer un 
procede de garnissage de biopuces ne presentant pas les 
limitations des procedes exposes ci-dessus. 

En particulier un but est de proposer un tel 
procede permettant de traiter collectivement et a tres 
faible cout un grand nombre de biopuces. 

Un autre but est de proposer un procede 
compatible avec le traitement de biopuces de tres forte 
densite, c'est-i-dire presentant un nombre eleve de 
sites par unite de surface. 

Un but est enfin de proposer un procede 
permettant d'utiliser des biopuces sans systeme 
d'adressage interne et mettant en oeuvre un 6quipement 
de travail reduit. 

Pour atteindre les buts mentionnes ci-dessus, 
1 T invention a plus pr£cisement pour objet un procede de 
garnissage de sites d'une biopuce, caracterise par une 
polymerisation par oxydation chimique sur les sites de 
monomeres dits monomeres hotes, et de monomeres 
fonctionnalises . 
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Le procede de 1' invention s T applique de fagon 
gen§rale a 1 1 immobilisation de sondes biologiques ou 
chimiques sur des polymeres. Les sondes sont par 
exemple des oligonucleotides ou des molecules 
5 biologiques, des colorants, de la biotine, des 
antigenes ou des anticorps. 

Les polymdres peuvent etre obtenus a partir de 
monomeres polym6risables choisis en particulier parmi 
les pyrroles, les thiophenes, les anilines ou leurs 
10 derives. 

La description qui suit se rapporte plus 
explicitement a un exemple particulier dans lequel les 
monomeres hotes et les monomeres f onctionnalises sont 
des monomeres pyrroles. Toutefois, on comprendra que 

15 l 1 invention n f est pas limitee k cet exemple et que 
d'autres composes monomeres, notamment parmi ceux cites 
ci-dessus, peuvent etre mis en oeuvre . 

Comme indique plus haut, on en tend par 
garnissage aussi bien la mise en place sur les sites 

20 d' un revet ement sur lequel sont gref f ees des sondes, 
par exemple des oligonucleotides, que la mise en place 
d'un revetement pouvant recevoir ulterieurement des 
sondes . 

Le type de revetement de garnissage realise 
25 depend du type de monomeres f onctionnalises mis en 
oeuvre. Les monomeres pyrroles f onctionnalises sont 
compris comme etant des composes ayant une fonction 
chimique sur laquelle est fixee ou sur laquelle peut 
etre fixee ulterieurement une sonde et notamment un 
30 oligonucleotide. Cette fixation peut etre obtenue par 
liaison chimique directe ou, comme decrit plus loin, 
par 1 1 intermediaire d'un agent de liaison bi- 
fonctionnel dit agent de reticulation. 
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Les sites de la bicpuce peuvent Stre realises 
de preference, mais non obligatoirement, sous forme de 
microcuvettes dont le fond, et eventuellement les 
parois laterales, sont re.couverts d'une couche 
5 d'accrochage telle qu'une couche d f or. Le garnissage 
peut aussi avoir lieu directement sur une surface de 
verre ou de plastique (ou autre) de la puce. 

Selon un aspect particulier de 1 ? invention, on 
peut provoquer la polymerisation par mise en contact 
10 d'un melange comportant des monomeres hotes et des 
monom^res greffes, avec au moins un r6actif oxydant. 

Cette particularity est avantageuse dans la 
mesure ou elle permet de controler l f instant auquel la 
polymerisation a lieu, Elle est mise a profit notamment 
15 pour le traitement collectif de biopuces pr6sentant une 
forte densite de sites. 

Le reactif oxydant est par exemple un sel 
ferrique qui peut etre utilise sous forme d'une 
solution aqueuse oxydante ou dispersee dans une matrice 
20 de polymeres. Le sel ferrique se presente par exemple 
sous forme de chlorure (FeCl 3 ) , de perchlorate, de 
paratoluene sulfonate (PTS) ou de persulfate. 

Dans une premiere mise en oeuvre possible du 
proc^de, celui-ci peut comporter une etape de mise en 
25 place des monomeres hotes et f onctionnalis6s sur au 
moins un site choisi et une etape de mise en place du 
rfeactif oxydant sur ledit site pour 1 ' additionner aux 
monomeres . 

Le melange de monomeres et du reactif oxydant, 
30 lorsqu'ils sont liquides, peuvent etre deposes sous 
forme de nanogouttes au moyen d'un robot dispenseur par 
capillarite ou avec une plume (type robot BROWN) ou au 
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moyen d'une impression par jets liquides (type robot 

GESIM) avec, par exemple, une tete piezo-electrique . 

L'ordre des stapes de mise en place du melange 

de monom^res et du r§actif oxydant n'a a priori pas 
5 d f importance. Toutefois, il convient de noter que la 

polymerisation est declenchee g<§n£ralement des la mise 

en contact des monomferes et du reactif. 

Ainsi, pour 6viter tout probleme d'obstruction 

et de polymerisation dans le robot dispenseur, on peut 
10 utiliser un robot dispenseur avec au moins une premiere 

tete de distribution d'un melange de monomeres et au 

moins une deuxieme tete de distribution de reactif pour 

distribuer separernent, mais simultanement , sur un meme 

site les monomeres et le reactif. 
15 Selon un perf ectionnement , le procede peut 

aussi comporter, dans l'ordre : 

a) une 6tape de formation d f au moins un melange, dit 
melange de garnissage, comportant les monomeres 
hotes, les monomeres f onct ionnalises et le reactif 

20 oxydant, et 

b) la mise en place du melange de garnissage sur au 
moins un site, 

les stapes a) et b) etant operees a une temperature 
suf f isamment basse pour retarder la polymerisation au 

25 moins jusqu'a 1 1 achievement de l'etape b) . 

GrSce au ref roidissement , par exemple a une 
temperature de l f ordre de 5°C / il est possible de 
retarder de plusieurs minutes jusqu'a quelques heures 
la polymerisation. Le retardement peut etre am^liore en 

30 utilisant un sel ferrique oxydant sous la forme d'un 
anion pr^sentant un effet sterique important (tel que 
le paratolu£ne sulfonate) . 
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Ainsi, il est possible d'utiliser un robot avec 
une (ou plusieurs) tete(s) commune (s) dans laquelle 
(lesquelles) le melange de garnissage, incluant les 
monomeres et le reactif, peut circuler sans provoquer 
d ' obstruction . 

Selon une mise en oeuvre du procede, 
constituant une variante, le procede peut encore 
comporter les etapes suivantes : 

a) formation sur au moins un site de la biopuce d'un 
revetement en un materiau polymere contenant un 
reactif oxydant, 

b) mise en place sur ledit site d'un melange de 
monomSres hotes et de monomeres f onctionnalises • 

Le materiau polymere contenant le reactif est 
par exemple un polyvinylalcool (PVA) ou un 
polyvinylchlorure (PVC) qui a la fonction d f une matrice 
dans laquelle est disperse le sel ferrique oxydant. 

La formation du revetement de materiau polymere 
comportant le reactif peut comporter la mise en place 
d'une couche dudit materiau, comportant un reactif 
oxydant photoreductible, sur tout ou partie de la 
biopuce puis l 1 insolation de la couche a travers un 
masque preservant des sites selectionnes , pour reduire 
selectivement le reactif oxydant en dehors desdits 
sites selectionnfes . 

Selon encore une autre variante, le procede 
peut comporter les etapes suivantes : 

a) la formation autour des sites d T une couche de 
polymere sacrificiel, 

b) la mise en contact alternativement de la puce avec 
une solution d'un melange de monomeres pyrroles 
hotes et de monomeres pyrroles f onctionnalises, et 
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avec une solution oxydante, jusqu'a l'obtention 

d'une couche polym6re polypyrrole, 
c) dissolution de la couche de polymere sacrificiel et 

elimination par pelage de la couche de polypyrrole 

en dehors des sites. 

Comme evoque precedemment, le procede peut etre 
mis en oeuvre pour garnir les sites directement avec 
des polypyrroles sur lesquels sent deja greffes des 
oligonucleotides, soit pour garnir les sites avec des 
polymeres pouvant recevoir ulterieurement des 
oligonucleotides . 

Dans ce dernier cas, on peut utiliser des 
polymeres polypyrroles f onctionnalises pourvus de 
fonctions chimiques propres a la fixation 
d' oligonucleotides. De plus, apres l'etape c) , on peut 
mettre en place differents oligonucleotides sur lesdits 
polymeres f onctionnalises de differents sites de la 
puce, les oligonucleotides etant eux-memes 

fonctionnalises avec une fonction chimique apte a 
etablir une liaison avec la fonction chimique du 
polypyrrole . 

La liaison entre fonctions chimique peut etre 
directe, par fonctions complementaires, ou etre 
realisee par 1 * intermfediaire d T un agent de reticulation 
bifonctionnel prenant place entre les fonctions 
chimiques de liaison des polymeres polypyrroles et les 
oligonucleotides . 

Dans le cas ou le garnissage a ete effectue a 
partir de monomeres depourvus d T oligonucleotides, on 
peut mettre en place les oligonucleotides sur les 
sites, avant ou apr£s la polymerisation. 

D'autres caracteristiques et avantages de la 
presente invention ressortiront mieux de la description 
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qui va suivre, en reference aux figures des dessins 
annexes. Cette description est donn6e a titre purement 
illustratif et non limitatif. 

Breve description des figures 

- La figure 1 est une representation 
sch§matique simplififee d'un 6quipement de mise en 
oeuvre du procede . 

- Les figures 2 et 3 sont des coupes 
sch£matiques simplif iees et partielles d'une puce dans 
des etats successifs lors d T une niise en oeuvre 
particuliere du procede de l f invention. 

- Les figures 4, 5 et 6 sont des coupes 
schema ti que s simplifies et partielles montrant des 
etapes successives d f une autre mise en oeuvre 
particuliere de 1' invention. 

- Les figures 7 a 11 sont des coupes 
schematiques simplifies et partielles montrant des 
etapes successives d T encore une autre possibility de 
mise en oeuvre de 1' invention. 

- Les figures 12, 13 et 14 sont des 
representations schematiques en coupe de sites de 
biopuces garnis conf orm§ment a 1' invention. 

Description detaillee de modes de mise en oeuvre de 
1 ' invention 

Dans la description qui suit, des elements ou 
parties identiques ou similaires des differentes 
figures sont rep6r6s avec les mtoes signes de 
reference . 

L'equipement represents sur la figure 1 
comporte une table de deplacement 10 a deux dimensions, 
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encore appelee table XY, sur laquelle sont disposees 
une pluralite de biopuces 100. 

Les biopuces se pr^sentent chacune sous la 
forme d'un substrat 102 dans lequel sont pratiqu^es une 
5 pluralite de microcuvettes 104, sous la forme de 
depressions, agencies de preference selon un r§seau 
orthogonal . 

Le materiau du substrat peut etre, par exemple, 
un materiau isolant tel que l'alumine, l'oxyde de 
10 tantale, le verre, le silicium ou les matieres 
plastiques . 

Les microcuvettes 104 constituent 

respectivement les sites de la biopuce et sont de 
preference tapissees par un revetement en or form6, par 

15 exemple, par metallisation selective. 

Pour des raisons de simplification, seul un 
nombre reduit de biopuces avec un nombre reduit de 
microcuvettes 104 sont representees. Les microcuvettes 
104 presentent une largeur ou longueur de l'ordre de 50 

20 a 650 ym et une profondeur de l f ordre 5 a 100 ]xm. A 
titre d 1 exemple, des cuvettes carrees de 100 pm de cote 
et de 120 um de profondeur peuvent etre agencees 
regulierement avec un pas de 15 \im. 

Un support thermostate 12, separe de la table 

25 XY 10, comporte un ensemble de micropuits 14 
susceptibles de contenir des liquides, et des moyens de 
ref roidissement non representes, tels qu'une enceinte 
cryog6nique ou un element Peltier, destines a refroidir 
les liquides- Le volume des micropuits est, par exemple 

30 de quelques microlitres £ quelques millilitres. 

Les micropuits 14 sont remplis de melanges de 
monom^res pyrroles non f onctionnalis£s, ou hotes, et de 
monom£res pyrroles fonctionnalis£s . 
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Les monomeres fonctionnalises possedent une 
fonction chimique pouvant fixer, ou etant fixee, 
directement ou indirectement a un oligonucleotide. 

Le type et la proportion de monomeres pyrroles 
5 fonctionnalises contenus dans les melanges des 
differents micropuits est dicte par le type de 
garnissage et la densite des sondes dont on veut 
equiper les differents sites de la biopuce . 

Lorsque les melanges des micropuits sont 
10 refroidis, il peuvent contenir egalement un reactif 
oxydant sous la forme d T un sel ferrique. Le 
ref roidissement des melanges permet de retarder la 
polymerisation . 

Lorsque le melange des micropuits n'est pas 
15 refroidi, le sel ferrique, en solution aqueuse est 
separe des monomeres. Un ou plusieurs micropuits sont 
reserves, par exemple, & la solution de sel ferrique. 

La reference 20 designe un robot dispenseur 
avec quatre tetes 22, prevu pour venir prelever les 
20 melanges contenus dans les micropuits 14 et pour venir 
en deposer respectivement une certaine quantite sur les 
sites 104 des biopuces 102. Les quantites de liquide 
delivrees par le robot peuvent varier de quelques 
dizaines de picolitres k quelques nanolitres, ou plus, 
25 suivant I'epaisseur de la couche de garnissaqe que l'on 
souhaite obtenir et en fonction de la surface du site, 
ou du volume de la microcuvette qui le constitue. 

Dans le cas ou les monomeres et le reactif 
oxydant ne sont pas melanges, deux tetes du robot sont 
30 respectivement associ^es pour disposer, simultanement 
ou non, sur les sites, les monomeres et le reactif 
oxydant • 
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Lorsque les monomeres refroidis et le reactif 
oxydant sont melanges, les tetes du robot sont 
independantes et prelevent directement dans les 
micropuits le melange destine a chaque site. 

La multiplication du nombre de tetes du robot 
est alors simplement destinee a accelerer le traitement 
de garnissage. 

Dans une realisation particuliere, le nombre de 
micropuits 14 peut etre choisi egal au nombre de sites 
104 de chaque biopuce, de sorte que chaque micropuits 
contient le melange destine a un seul site donne de 
chaque biopuce. 

La figure 2 represente a plus grande echelle, 
et en coupe, une portion d'un substrat 102 avec 
plusieurs sites 104, sous la forme de cuvettes, dans 
lesquels sont deposes respectivement des nanogouttes 
106 de melange de monomeres et de sel ferrique. 

Les nanogouttes delivrees par l'extremite d'une 
tete 22 d T un robot, sous la forme de micropipette, 
viennent en contact avec une couche d T or 108 qui 
tapisse le fond et les parois laterales des 
microcuvettes . 

Une fleche 110 indique un deplacement du 
substrat 102, entraine par la table XY non representee, 
pour le remplissage successif des microcuvettes des 
sites . 

Les monomeres contenus dans les gouttes 106 ne 
polymerisent pas immediatement en raison du 
ref roidissement initial du melange. 

Le processus de polymerisation a lieu sur les 
sites, en contact avec le revetement en or et est 
accel6r£ lorsque le liquide n f est plus refroidi. 
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La figure 3 montre de fagon schematique l'etat 
des sites 104 apr6s la polymerisation. Les sites sont 
recouverts d f un revetement polymere de polypyrrole 
fonctionnalise 114 sur lequel les groupements chimiques 
5 fonctionnels (fonctions chimiques de liaison et/ou 
oligonucleotides) sont indiqu§s sommairement avec la 
reference 116, Le polypyrrole se presente sous la forme 
d'un depot noir et insoluble, et adhere parf aitement au 
revetement d'or 108. 

10 Selon une variante, il est possible de disposer 

dans les microcuvettes successivement une gouttelette 
de melange de monomdre puis une gouttelette de reactif. 
La polymerisation, a temperature ambiante, a alors lieu 
instantanement , ou en quelques minutes, pour obtenir* un 

15 resultat semblable 6galement £ la figure 3. 

Apr6s la polymerisation, la biopuce est sech6e 
puis rincee par trempage dans un bain aqueux . Elle peut 
aussi etre rincee au moyen d'un solvant par 
centrifugation sur une toumette, de fagon & eliminer 

20 tout exces de reactif. 

Les exces de reactif sont limites en 
choisissant judicieusement les quantites de monomeres 
et de solution oxydante, pour l'obtention d'un film de 
polypyrrole avec une epaisseur et une densite de 

25 fonctions chimiques souhait^es pour la formation de 
sondes . 

Une autre possibility de mise en oeuvre de 
1' invention est decrite £t present en reference aux 
figure 4 & 6. 

30 La figure 4 montre, £ plus grande echelle, une 

portion de biopuce, avec deux sites 104 sous la forme 
de microcuvettes. 
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La surface principale de la biopuce portant les 
sites 104 est recouverte d'une couche 120 continue de 
polymere. La couche peut etre formee par depot a la 
tournette, c'est-a-dire par centrif ugation, d'une 
solution d'un polymere contenant un sel ferrique. 

II s'agit, par exemple, d'une couche de 
polyvinylchlorure ou de polyvinylacool dans laquelle 
est disperse le sel ferrique oxydant. Elle est designee 
ci-apres par "couche de reactif" . L'epaisseur de la 
couche de reactif 120 est comprise par exemple entre 
0,5 a 3 pm pour des microcuvettes d'une profondeur de 
10 a 30 ym. 

Lorsqu'un robot dispenseur depose une goutte de 
melange de monomeres pyrroles sur la couche 120, une 
polymerisation au contact du sel ferrique de ladite 
couche a lieu et conduit & la formation d'un polymere 
pyrrole de la fagon decrite pr^cedemment . 

Selon un aspect part iculierement avantageux, 
qui permet d'eviter la formation de polymere par depot 
accidentel de melange en dehors des sites, on inhibe 
les sels ferriques en dehors des sites. 

De fagon plus precise, on utilise a cet effet 
un sel ferrique sensible a la lumiere comme decrit dans 
le document (4) dont la reference est precis6e a la fin 
de la description. 

Comme le montre la figure 4, on dispose au- 
dessus de la surface principale de la biopuce 102 un 
masque 122 presentant des ouvertures qui coincident 
avec les portions de la surface situees en dehors des 
sites 104. 

La biopuce est alors soumise a une insolation 
par un rayonnement U.V., ou visible, a travers le 
masque pour reduire selectivement dans les zones 
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exposees le fer ferrique de la couche de reactif 120, 
en fer ferreux. 

L' insolation, figur^e par des f leches 124, peut 
etre effectuee au moyen d'une lampe a vapeur de 
5 mercure, non representee. 

Au terme de cette operation, on obtient, comme 
le montre la figure 5, une couche de reactif 120 dont 
certaines parties 120a, colncidant avec les sites 104, 
sont capables de provoquer la polymerisation des 
10 monomeres pyrroles, et dont des parties complement a ires 
120b ont perdu leur propriete de reactif. 

Ainsi, des nanogouttes qui debordent, 
accidentellement ou non, des microcuvettes, ne peuvent 
pas subir de polymerisation. 
15 La figure 6 montre la puce de la figure 5 apres 

depot sur les sites de monomeres et apres 
polymerisation . 

On obtient un revetement de polymere pyrrole 
fonctionnalise tel que decrit en reference a la figure 
20 3. Le revetement de polymere pyrrole n'est present que 
sur les sites 104, tandis que les regions 120b de la 
couche de rfeactif en restent depourvues - 

La description qui suit, en reference aux 
figures 7 £ 11 concerne encore une autre possibility de 
25 mise en oeuvre de l 1 invention. 

La figure 7 montre une biopuce comprenant un 
substrat de silicium 102 recouvert d'une couche 108 
continue en or. 

Sur la couche d'or on forme une couche 
30 sacrif icielle 130 de polymere ou de resine pouvant etre 
61iminee de fagon selective par rapport au polymere 
fonctionnalise (polypyrrole) , par dissolution dans un 
solvant approprie. 
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La couche sacrif icielle est de preference une 
couche photosensible de fagon a pouvoir etre localement 
eliminte par des techniques usuelles de 
photolithographie, et mettre ainsi a nu des portions de 
la couche d'or. 

La mise en forme de la couche sacrif icielle 
permet de definir des sites 104 sur la biopuce sous la 
forme de cuvettes dont le fond est constitue par la 
couche d'or et dont les parois laterales sont 
constitutes par la couche sacrif icielle . 

Comme le montre la figure 8, a plus petite 
echelle, la biopuce est success ivement et 
alternativement plongee dans un bain d'une premiere 
solution 142 contenant un melange de monomeres hotes et 
de monomeres f onctionnalis§s, et dans une solution 
oxydante 144 d'un sel ferrique. 

A titre d'exemple, le melange de la premiere 
solution 142 peut contenir des monomeres pyrrole et des 
monomeres pyrroles f onctionnalises avec des fonctions 
amine, thiol, succinimide ou autres, en solution dans 
un melange eau/ethanol. La proportion des monomeres 
fonctionnalises est par exemple de 1%. 

On obtient au terme de ce traitement une 
biopuce conforme a la figure 9, avec une couche 114 de 
polypyrrole f onctionnalise recouvrant notamment 
l'ensemble de la surface principale, c f est-a-dire la 
douche d'or 108 au fond des cuvettes, et la couche 
sacrif icielle 130 . 

L'epaisseur de la couche de polypyrrole, qui 
constitue un revetement de garnissage, peut etre 
ajustee en augmentant ou diminuant le nombre de 
mouillages successifs de la biopuce dans les bains 142 
et 144 decrits en reference a la figure 8. 
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Une etape ulterieure du procede, represente a 
la figure 10, comporte 1 T elimination de la couche 
sacrif icielle 130 qui est par exemple dissoute dans un 
solvant organique tel que 1' acetone, 
5 L' elimination de la couche sacrif icielle 

provoque egalement 1 ' elimination du revetement de 
polypyrrole f onctionnalise qui la recouvre, par un 
effet de pelage (lift-off) . 

Le polypyrrole ne demeure que sur les sites 104 
10 de la biopuce. 

Dans 1 1 exemple decrit, a ce stade, le 
polypyrrole est depourvu de sondes de type 
oligonucleotide mais est simplement equipe de fonctions 
chimiques de liaison utiles a la fixation des 
15 oligonucleotides . 

Les differents oligonucleotides devant eguiper 
les sites sont disposes sur les sites par un adressage 
mecanique a l'aide d T un robot dispenseur du type decrit 
precedemment . 

20 Les oligonucleotides sont f onctionnalises avec 

des fonctions chimiques complementaires des fonctions 
chimiques de liaison qui equipent le polypyrrole. 

On obtient une structure telle que representee 
schematiquement a la figure 11 sur laquelle les 

25 oligonucleotides sont indiques avec la reference 116a. 

La liaison entre le polypyrrole fonctionnalise 
et 1 'oligonucleotide peut etre directe ou avoir lieu 
par 1 1 intermediaire d'un agent de reticulation bi- 
fonctionnel . 

30 II convient de rappeler que la possibility de 

garnir les sites avec des oligonucleotides 
posterieurement a la polymerisation est offerte 
egalement pour les procedes exposes precedemment. 
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A titre d' illustration, on indique ci-apres des 
formules du pyrrole et ses derives fonctionnalises 
pouvant etre mis en oeuvre dans le cadre de 
1 ' invention . 

5 

H 




Pyrrol 



SH 

/ 
CH 

CH 2x 

CH 

/ 2 
CH. 

CH 



2 



10 



O 

1-N(hexamethyl thiol) pyrrole 



15 
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H 



CH„ 



C = O 



/ 



o. 



o 




(3-N-hydroxy succinimide pyrrole) 



OMe 



OMe 



/ 

CH, 



Si OMe 



CH 



/ 2 



\ 



N(3- (trim^thoxysilyl) propyl) pyrrole 
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NH, 

N 



o 

N-ethylamine pyrrole 




3-acide acetique pyrrole 



Les figures 12, 13, 14 decrites ci-apres sont 
des representations hybrides d'un site d'une biopuce 
avec indication des formules chimiques des revetements 

10 de garnissage. 

Sur les figures, le site 104 est defini par une 
couche d'or 108 qui en constitue le fond et d'une 
couche de polymere 130 mise en forme, qui en constitue 
les parois laterales. 

15 La formation du revetement de garnissage peut 

avoir lieu par rune quelconque des methodes decrites 
ci-dessus . 

Sur la figure 12, le polypyrrole Py est pourvu 
de fonctions amines. 
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Sur la figure 13 un agent de reticulation R est 
mis en contact avec le polypyrrole present sur le site. 

Sur la figure 14, 1' agent de reticulation R est 
fix6 au polypyrrole Py et on observe une reaction entre 
5 une fonction maleimide de 1 1 agent de reticulation et un 
oligonucleotide OLIGO fonctionnalise (fonction SH) . 

La figure 14 montre egalement un 
oligonucleotide associe a un marqueur d ' identification 
(forme de biotine B et de streptavidine S) . 

10 
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REVEND I CAT I ONS 

1. Procede de garnissage de sites (104) d'une 
biopuce (10), caracterise par la polymerisation par 
oxydation chimique sur les sites de monomeres dits 
monomeres hotes, et de monomeres f onctionnalis6s . 

2. Proced6 selon la revendication 1, dans 
lequel les monomeres sont des composes monomeres 
polym6risables par voie chimique choisis parmi les 
pyrroles, les thiophenes, les anilines ou leurs 
derives - 

3. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel on provoque la polymerisation par mise en 
contact d'au moins un r^actif oxydant avec un melange 
comportant des monomeres hotes et des monomeres 
gref f 6s . 

4. Procede selon la revendication 3, dans 
lequel le reactif oxydant comporte un sel ferrique. 

5. Proc6de selon la revendication 3, comprenant 
une etape de mise en place des monomeres hotes et des 
monomeres fonctionnalisSs sur au moins un site (104) 
choisi et une 6tape de mise en place du reactif oxydant 
sur ledit site pour additionner le reactif oxydant aux 
monomeres sur le site. 

6. Procede selon la revendication 5, dans 
lequel on utilise des monomeres f onctionnalis£s 
depourvus d 1 oligonucleotides et on fixe des 
oligonucleotides sur des polym^res f onctionnalises 
obtenus apres polymerisation. 

7. Procede selon la revendication 5, dans 
lequel i a mise en place des monomeres et du reactif 
oxydant est effectu6e par au moins un robot dispenseur 
(20) . 
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8. Procede selon la revendication 7, dans 
lequel on utilise un robot dispenseur (20) avec au 
moins une premiere tete (22) de distribution d'un 
melange de monomeres et au moins une deuxieme tete (22) 
de distribution de reactif pour distribuer 
simultanement sur un meme site les monomeres et le 
reactif. 

9. Procede selon la revendication 3, comportant 
dans l'ordre : 

a) une etape de formation d'au moins un melange dit 
melange de garnissage comportant les monomeres 
hotes, les monomeres fonctionnalises et le reactif 
oxydant, 

b) la mise en place du melange de garnissage sur au 
moins un site, 

les etapes a) et b) <§tant operees a une temperature 
suf f isamment basse pour retarder la polymerisation au 
moins jusqu'a 1 1 achievement de l'etape b) . 

10. Procede selon la revendication 9, dans 
lequel on utilise un robot dispenseur (20) avec au 
moins une tete de distribution (22) pour distribuer 
ledit melange de garnissage. 

11. Procede selon la revendication 3, 
comprenant les etapes suivantes : 

a) formation sur au moins un site (104) de la biopuce 
d'un revetement (120) en un materiau polymere 
contenant un reactif oxydant, 

b) mise en place sur ledit site d'un melange de 
monomferes hotes et de monomeres fonctionnalises. 

12. Procede selon la revendication 11, dans 
lequel la formation du revetement en materiau polymere 
comporte la mise en place d'une couche (120) dudit 
materiau comportant un reactif oxydant photoreductible 
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sur tout ou partie de la biopuce et 1' insolation de la 
couche (120) a travers un masque (122) pr6servant des 
sites (104) selectionnes, pour reduire selectivement le 
r6actif oxydant en dehors desdits sites selectionnes . 

13. Procede selon la revendication 12/ dans 
lequel on utilise comme r£actif oxydant photoreductible 
un sel de fer ferrique pouvant etre transforme en fer 
ferreux sous 1'effet d'une lumiere d 1 insolation . 

14. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel on recouvre les sites (104) d'un film (108) de 
mater iau d'accrochage avant une etape de mise en place 
sur les sites des monomeres et reactif. 

15. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel les monom^res f onctionnalises sont pourvus 
d 1 oligonucleotides avant ladite polymerisation. 

16. Procede selon la revendication 1, 
comportant les 6tapes successives suivantes : 

a) la formation autour des sites d'une couche (130) de 
polymer e sacrif iciel, 

b) la mise en contact alternat ivement de la puce avec 
une solution (142) d'un melange de monomeres hotes 
et de monomeres fonctionnalis^s, et avec une 
solution oxydante (144) jusqu'a 1'obtention d'une 
couche de polymere fonctionnalis6 recouvrant les 
sites, 

c) la dissolution de la couche de polymere sacrificiel 
(130) et elimination par pelage de la couche de 
polymere fonctionnalise en dehors des sites (104) . 

17. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel on forme des polymeres f onctionnalises pourvus 
d'une fonction chimique propre & la fixation d'un 
oligonucleotide et dans lequel apres 1' etape c) , on met 
en place diff^rents oligonucleotides sur lesdits 
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polym^res fonctionnalises de differents sites de la 
puce, les oligonucleotides etant eux-memes 

fonctionnalises avec une fonction chimique apte a 
etablir une liaison avec la fonction chimique du 
polymere f onctionnalis6 . 

18. Proc6de selon la revendication 17, dans 
lequel la fonction chimique du polymdre est une 
fonction amine ou un thiol. 

19. Proc6de selon la revendication 17, dans 
lequel on utilise un agent de reticulation comme 
intermediaire de liaison entre les fonctions chimiques 
de liaison des polymeres fonctionnalises et des 
oligonucleotides . 

20. Procede selon la revendication 17, dans 
lequel la liaison est une liaison directe par fonctions 
complementaires . 

21. Equipement pour la mise en oeuvre du 
procede de garnissage selon la revendication 1, 
comprenant : 

- au moins un robot dispenseur (20) avec une table de 
deplacement (10) apte k recevoir au moins une biopuce 
presentant des sites (104) a garnir, 

- un support (12) comprenant une pluralite de puits 
(14) de reception de melanges pour le garnissage, et 
etant equips de moyens de ref roidissement des -puits. 
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